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てきている。このような背景から、BBB における薬物透過性や BBB の恒常
性の破綻と関連する病態を、簡易的かつ正確に解析できるような in vitro 
BBB モデルの開発が強く望まれている。既存の in vitro ヒト BBB モデルと





由来 BMECs (iBMECs) が開発された。この細胞は強固なバリア機能を有し





Figure 1. Schematic illustration of the blood–
brain barrier.  
BMEC, brain microvascular endothelial cell. 
は難しい。そこで本研究では、品質や供給面を改善した実用的な in vitro ヒ
ト BBB モデルの確立のため、iBMECs の分化誘導法を最適化することを目
的として、以下に示す 2 点について検討を行なった。 
 
1. iBMECs の分化誘導に適した基底膜成分の探索 
 
































果、LN221F および Vitronectin-N 上で分化誘導し
た iBMECsはMatrigel上で分化誘導した iBMECs
よりも高い TEER 値を示した。最も高い TEER
値を示した LN221F 上で分化誘導した iBMECs 
(LN221F-iBMECs) と Matrigel 上で分化誘導した
iBMECs (Matrigel-iBMECs) の TEER 値を長期間
測定し、比較したところ、LN221F-iBMECs の方が長期的に高い TEER 値を
示した (Figure 2)。また、異なる iPS 細胞株においても同様の結果が得られ
た。続いて、傍細胞経路による透過の指標となる fluorescein isothiocyanate-
dextran 4 kDa (FD4) および Lucifer yellow (LY) の透過性を両細胞において比
較したとろ、LN221F-iBMECs が有意に低い値を示した (Figure 3)。以上から、
Figure 2. Measurement of TEER values of LN221F- and 
Matrigel-iBMECs derived from 610B1 and 648A1 over a 
long period.  
Data are presented as the mean ± SD (n = 6; **p < 0.01). 
Figure 3. FD4 and LY permeability 
assay of LN221F- and Matrigel-
iBMECs on day 10.  
Papp, apparent permeability 
coefficient. Data are presented as 





続いて、LN221F-iBMECs が BMECs としての特徴を有しているかを評価
するために、LN221F-iBMECs、Matrigel-iBMECs、およびヒト初代培養 BMECs 
(hBMECs) の遺伝子発現量を RT-qPCR にて解析し比較した。その結果、血
管内皮細胞 (EC) マーカーである cadherin 5 (CDH5, 別名: VE-Cadherin）、排
出トランスポーターである multiple drug resistance 1 (MDR-1) および breast 
cancer resistance protein (BCRP)、タイトジャンクション構成タンパク質であ
る zonula occludens-1 (ZO-1) および occludin、BMEC 関連トランスポーター
である glucose transporter 1 (GLUT1) および L-type amino acid transporter 1 
(LAT1) の遺伝子発現量は LN221F-iBMECs と Matrigel-iBMECs で類似した
値を示した。また、LN221F-iBMECs と Matrigel-iBMECs の CDH5 の遺伝子
発現量は hBMECs よりも低い値を示したが、その他の遺伝子発現量は
hBMECs と比較して同等またはそれ以上の値を示した。さらに、免疫染色法
により、BMEC 関連タンパク質の発現は LN221F-iBMECs と Matrigel-iBMECs
において同等であることが確認された。 
続いて、排出トランスポーターである P-glycoprotein (P-gp, MDR1 により
コードされるタンパク質) および BCRP の LN221F-iBMECs における機能を
基質蓄積試験にて解析した。その結果、それぞれのトランスポーターの阻害
剤 (cyclosporine A および Ko143) 処理により LN221F-iBMECs において基質
蓄積量の増加が見られた。この結果より、LN221F-iBMECs は P-gp および
BCRP の機能を有していることが示唆された。 
 




 既存の分化誘導法にて作製した iBMECs は ECs としての性質が弱く、ヒ
ト生体内の BMECs の性状を正確に反映できていないことが報告されてい
る。また、分化した iBMECs を拡大培養した報告は未だ存在しないため、モ




する必要があると考えた。BBB は発生段階において血管内皮 (前駆) 細胞が
脳内に侵入し、脳を構成するペリサイトなどと相互作用することで BMECs
へと分化・成熟することが知られている。そこで、BBB の発生メカニズムに
習い、血管内皮前駆細胞 (EPCs) をヒト iPS 細胞から分化誘導、拡大培養し
た後に BMECs へと分化誘導することで、生体内の BMECs に類似した細胞
を大量に作製できると考えた。しかしながら、既存のヒト iPS 細胞由来 ECs





iPS-sac 法を利用した iEPCs の作出 
 iEPCs への分化誘導を簡便に行うため、造血幹細胞と血管内皮系統の細胞
を含有する iPS-sacs と呼ばれる囊状構造体に着目した。iPS-sacs はフィーダ
ー細胞と VEGF を用いて非常に簡便に作製することができる。そのため、





smooth muscle actin (α-SMA) 陽性細胞などその他の細胞が接着していた。そ
こで、iEPCs を多く含有する iPS-sacs を作製するため、分化プロトコールの
改良を試みた。その結果、Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) 阻害剤である
CHIR-99021 を分化前半に加えることで、中胚葉への分化を促進し全体の分
化期間を短縮、かつ取得できる iEPCs の割合を増やすことに成功した。この
細胞群を platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM1) 抗体ビーズを用
いて純化した細胞群において、PECAM1 および CD34 の陽性細胞率を解析
したところ、両者とも 90%弱であったため、純化に成功したことが示唆され
た。また、純化した iEPCs は RT-qPCR によって EC マーカーである PECAM1
や CDH5 の高発現が確認され、CD34 の発現量はヒト臍帯静脈内皮細胞 
(HUVECs) よりも高く、ヒト生体由来の EPCs とほぼ同等の値を示した。さ
らに、KDR の発現量は HUVECs およびヒト生体由来の EPCs と比較して高
値を示したことから、前駆性を持つ細胞であることが示唆された。また、ECs
の代表的な機能であるアセチル化 low-density lipoprotein (LDL) の取り込み
能や基底膜ゲル内での管状構造形成能も有していた。以上より、iPS-sac 法
を用いて機能的な iEPCs を簡便に作製できることが明らかとなった。 
  
iEPCs の効率的な分化誘導法、拡大培養法の確立 





とで独自のプロトコールを作製した (Figure 4)。この方法で 8 日目まで分化
誘導した細胞は iEPCs とその他の細胞が混在していた。iEPCs とその他の細
胞では接着能力に差があると考え、剥離処理を 2 段階で行なったところ、1
回目の剥離液処理でその他の細胞をほぼ剥離させることが可能であったた
め、2 回目の剥離液処理にて iEPCs のみを選択的に取得することに成功し
た。純度解析を行なったところ、純化工程を経た細胞群の PECAM1、CDH5
および CD34 の陽性細胞率は約 90%であった。3 種類の iPS 細胞株由来の純
化した iEPCs の遺伝子発現量を RT-qPCR 法にて解析したところ、 PECAM1、
CDH5、CD34 および KDR は HUVECs と比較して有意に高い値を示した 
(Figure 5)。さらに、アセチル化 LDL の取り込み能や基底膜ゲル内での管状
構造形成能を有していたことから、機能的な細胞であることも示された。 





た 。 そ の 結 果 、 Rho-
associated, coiled-coil 
containing protein kinase 
(ROCK) 阻害剤である Y-
27632、transforming growth factor beta (TGF-β) 阻害剤である A 83-01、GSK3β
阻害剤である CHIR-99021 の 3 剤 (YAC) 併用が有用であることが確認でき
た。コントロール群と YAC 群の細胞増殖率を長期で検討したところ、YAC
群はコントロール群と比較して高い増殖能力を示し、かつ増殖能が長期間維
持されることが明らかになった (Figure 6A)。両群における β-galactosidase の











Figure 5. Relative mRNA expression levels of PECAM1, CDH5, CD34, 
KDR, and vWF in purified iEPCs on day 8 derived from three iPS cell 
lines and HUVECs. The values are normalized to those of HPRT1. 
The relative mRNA expression levels in HUVECs were defined as 1. 
Data are presented as mean ± SD (n = 3; *p < 0.05, **p < 0.01; 
HUVECs vs. others). 
Figure 6. Effect of YAC treatment on iEPCs. 
(A) Comparison of the proliferative capacity 
between DMSO-treated and YAC-treated 
groups of 610B1-derived iEPCs by the trypan 
blue method. Data are presented as mean ± 
SD (n = 3; **p < 0.01). (B and C) β-
Galactosidase detection assay of 610B1-
derived iEPCs on day 20. Scale bars = 100 
μm. Data are presented as mean ± SD (n = 3; 
**p < 0.01). 
 
ク質の生合成に関わる遺伝子の発現が上昇することが明らかとなった。ま
た、YAC 群においてタンパク質の合成量が上昇していることを puromycin 取
り込み試験により確認した。 













2. 第 2 部では、剥離液を 2 段階で処理することにより、機能的な iEPCs を
簡便に純化可能であることを示した。また、培地に ROCK 阻害剤、TGF-
β 受容体阻害剤、および GSK3β 阻害剤を加えることで EPCs としての性
質を維持しつつ拡大培養が可能であることも明らかにした。本知見は、







第 1 章 序論 .......................................................................................................................... 1 
第 2 章 iBMECs の分化誘導に適した基底膜成分の探索 .................................................... 3 
2.1 緒言 ............................................................................................................................ 3 
2.2 実験方法 ..................................................................................................................... 5 
2.2.1 試薬及び細胞 ....................................................................................................... 5 
2.2.2 細胞培養 .............................................................................................................. 6 
2.2.3 コーティング ....................................................................................................... 6 
2.2.4 hiPSCs から iBMECs への分化誘導 .................................................................. 6 
2.2.5 TEER 値計測 ....................................................................................................... 7 
2.2.6 Fluorescein isothiocyanate-dextran 4 kDa (FD4) および lucifer yellow (LY) 
の透過試験 .......................................................................................................... 7 
2.2.7 RT-qPCR 解析 ..................................................................................................... 8 
2.2.8 免疫蛍光染色法 ................................................................................................... 8 
2.2.9 P-gp および BCRP の機能解析 ........................................................................... 9 
2.2.10 統計学的解析 ................................................................................................... 10 
2.3 結果 .......................................................................................................................... 12 
2.3.1 バリア機能を上昇させる基底膜成分の探索 ...................................................... 12 
2.3.2 傍細胞経路による物質透過性の評価 ................................................................. 13 
2.3.3 遺伝子発現およびタンパク質発現の評価 ......................................................... 14 
2.3.4 排出トランスポーターの機能解析 .................................................................... 17 
2.4 考察 .......................................................................................................................... 19 
2.5 小括 .......................................................................................................................... 22 
第 3 章 hiPSC 由来血管内皮前駆細胞の効率的な分化誘導および拡大培養法の検討 ...... 23 
3.1 緒言 .......................................................................................................................... 23 
3.2 実験方法 ................................................................................................................... 25 
3.2.1 試薬及び細胞 ..................................................................................................... 25 
3.2.2 細胞培養 ............................................................................................................ 26 
3.2.3 iPS-sac 法を用いた分化誘導 ............................................................................. 27 
3.2.4 2 次元分化誘導法による分化誘導 ..................................................................... 27 
3.2.5 iEPCs の純化 (2 次元分化誘導法) .................................................................... 28 
3.2.6 iEPCs の拡大培養 (2 次元分化誘導法) ............................................................. 28 
2.2.7 RT-qPCR 解析 ................................................................................................... 29 
3.2.8 免疫蛍光染色法 ................................................................................................. 29 
3.2.9 管状構造形成試験 .............................................................................................. 30 
3.2.10 Dil-Ac-LDL 取り込み試験 ............................................................................... 31 
3.2.11 iEPCs の凍結融解 ........................................................................................... 31 
3.2.12 発光細胞数試験 ............................................................................................... 31 
3.2.13 細胞老化度測定試験 ........................................................................................ 32 
3.2.14 RNA-sequencing 解析 .................................................................................... 32 
3.2.15 Western blotting ............................................................................................. 33 
3.2.16 Puromycin 取り込み試験 ................................................................................ 33 
3.2.17 統計学的解析 ................................................................................................... 34 
3.3 結果 .......................................................................................................................... 36 
3.3.1 iPS-sacs の作製および EC マーカーの遺伝子発現量解析................................ 36 
3.3.2 iPS-sacs からの iEPCs の取得 .......................................................................... 37 
3.3.3 GSK3β 阻害剤による iPS-sacs 形成の促進 ...................................................... 38 
3.3.4 改善群における遺伝子発現量および純度の解析 .............................................. 41 
3.3.5 iPS-sacs から単離した iEPCs の性状解析 ....................................................... 42 
3.3.6 2 次元分化誘導法による簡便な iEPCs の作製および純化 ............................... 44 
3.3.9 YAC 処理を行なった iEPCs における発現変動遺伝子の解析 .......................... 52 
3.3.10 凍結融解が iEPCs に与える影響の解析 ......................................................... 55 
3.4 考察 .......................................................................................................................... 58 
3.5 小括 .......................................................................................................................... 62 
第 4 章 総括 ........................................................................................................................ 63 
謝辞 ....................................................................................................................................... 64 







第 1 章 序論 
 
脳毛細血管内皮細胞 (brain microvascular endothelial cells: BMECs) や pericytes、





関連性を持つことも明らかとなってきている 2)。現在は、マウスやサルなどの in 








ような in vitro BBB モデルの開発が強く望まれている。既存の in vitro ヒト BBB
モデルとしてヒト初代培養 BMECs、ヒト不死化 BMECs やげっ歯類や霊長類由
来 BMECs などが知られている 5)。しかし、ヒト初代培養 BMECs は入手が非常
に困難であり、供給が安定しないこと、ヒト不死化 BMECs は細胞間接着の強度
が弱く、傍細胞経路による物質透過性が高いこと 6)、げっ歯類や霊長類由来






(human induced pluripotent stem cells: hiPSCs) 由 来 BMECs (human induced 
pluripotent stem cell-derived brain microvascular endothelial cells: iBMECs) が開発さ
れた 7,8)。この細胞は強固なバリア機能を有している点で他の BBB モデルにおけ





ヒト BBB モデルの確立のため、iBMECs の分化誘導法を最適化することを目的
として、iBMECs の分化誘導に適した基底膜成分の探索を行なった。さらに
hiPSCs から BMECs の前駆細胞である血管内皮前駆細胞 (endothelial progenitor 






第 2 章 iBMECs の分化誘導に適した基底膜成分の探索 
 
2.1 緒言 





ト BBB の薬物透過性を簡便かつ正確に予測できる in vitro モデルの確立が強く
望まれている。 
現在、ヒト初代培養 BMECs、不死化ヒト BMECs やげっ歯類由来 BMECs を含
む、さまざまな in vitro BBB モデルが報告されている 5)。しかし、ヒト初代培養
BMECs は入手が非常に困難であるため、供給が安定せず、不死化ヒト BMECs
は細胞間接着の強度が著しく低いため、薬物透過性や病態を正確に評価・解析す
ることは困難である 6)。また、げっ歯類などの動物から取得した BMECs を使用
する場合、ヒトとの種差 3,4)が大きな問題となる。これらの問題に対処するため、
Lippmann らは iBMECs を開発した 7, 8)。本細胞は既存の in vitro BBB モデル細胞
と異なり、tight junction の強固性の指標である経内皮電気抵抗（transendothelial 
electrical resistance: TEER）値が in vivo の BBB に匹敵する値を示す 8)。また、
iBMECs はヒト由来の細胞であるため、種差を考慮する必要がなく、既存の in 
vitro BBB モデル細胞と比較して創薬研究や薬物動態研究に適している。 








異なる。実際に、分化誘導に用いた Matrigel のロットによって、分化後の iBMECs
のバリア機能が変化することが報告されている 12)。さらに、Matrigel は温度が上
昇すると固形化する性質を保つため、コーティングの際に複雑な操作を要する。










hiPSC 株 610B1 および 648A1 は RIKEN BioResource Center (Tsukuba, Japan) よ
り、fibronectin (FBN)、StemSure hPSC medium、L-glutamine、および 1:1 mixture of 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium and Ham’s nutrient mixture F-12 (DMEM/F12) 
は Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan) より、porcine skin gelatin、2-
mercaptoethanol、および 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 
solution (1 M, pH 7.0–7.6) は Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA) より、
laminin 221 fragment (LN221F)、laminin 411 fragment (LN411F) および laminin 511 
fragment (LN511F) (それぞれ imatrix 221、411 および 511) は Nippi Incorporated 
(Tokyo, Japan) より、Gibco KnockOut Serum Replacement (KSR)、Gibco Hank’s 
Balanced Salt Solution (HBSS) with Calcium and Magnesium without Phenol Red、Gibco 
trypsin (2.5%) without Phenol Red、Gibco Collagenase type IV, powder、Gibco Human 
Endothelial Serum-Free Medium (HE-SFM)、およびvitronectin-N (VTN-N) はThermo 
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) より、fibroblast growth factor-2 (FGF2) (catalog 
number: 100-18B) は PeproTech, Inc. (Rocky Hill, NJ, USA) より、 penicillin–
streptomycin solution および MEM nonessential amino acids は Biological Industries 
USA, Inc. (Cromwell, CT, USA) より、Agencourt RNAdvance Tissue Total RNA 
Purification Kit は Beckman Coulter, Inc. (Brea, CA, USA) より、ReverTra Ace qPCR 
RT Master Mix は Toyobo Co., Ltd. (Osaka, Japan) より、KAPA SYBR FAST qPCR 
Master Mix は Nippon Genetics Co., Ltd. (Tokyo, Japan) より、Corning Matrigel 
Growth Factor Reduced (GFR) Basement Membrane Matrix、Falcon Permeable Support 
for a 24-well Plate with a 0.4-µm Transparent PET Membrane、および Falcon 24-well 




Incorporated (Corning, NY, USA) より、platelet-poor plasma-derived bovine serum 
(PDS) は Alfa Aesar (Ward Hill, MA, USA) より、All-trans retinoic acid (RA) は
Tocris Bioscience (Bristol, UK) より、Accutase は Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, Japan) 
より、Cell Carrier-96 Black, Optically Clear Bottom microplates は PerkinElmer, Inc. 
(Waltham, MA, USA) より、Collagen type IV は Nitta Gelatin Inc. (Osaka, Japan) よ
り、 total RNA from human primary BMECs (hBMECs) は ScienCell Research 




 未分化な hiPSCs (610B1 および 648A1) は 5 ng/mL FGF2 を添加した iPS cell 
medium (20% KSR、1 × MEM nonessential amino acids、2 mM L-glutamine、0.1 mM 
2-mercaptoethanol を含む DMEM/F12) を用いて培養した。また、mitomycin C 処
理により増殖能を不活化した mouse embryonic fibroblasts 上で培養した。剥離液
には 1 mg/mL collagenase IV、0.25% trypsin、20% KSR、1 mM CaCl2 を含む D- 
phosphate-buffered saline (PBS) (–) を用いた。 
 
2.2.3 コーティング 
 Matrigel は氷上で iPS cell medium にて 30 倍希釈し、6-well プレートに冷やし
たチップを用いて移した。その後、37°Cで1時間静置した。FBN、VTN-N、LN221F、
LN411F および LN511F をそれぞれ 1 μg/cm2 となるよう D-PBS (–) で希釈し、6-
well プレートに移した。その後、37°C で 1 時間静置した。 
 




 Lippmann らの報告 8)を改変したプロトコールを用いて hiPSCs から iBMECs へ
の分化誘導を行なった。hiPSCs を Matrigel、FBN、VTN-N、LN221F、LN411F も
しくは LN511F でコーティングした 6-well プレートに播種し、35 ng/mL の FGF2
を添加した StemSure hPSC medium にて 3 日間もしくは 4 日間培養した。この間、
培地交換は毎日行なった。hiPSCs が 60~70％コンフルエントの状態になった時
点で分化を開始した。分化開始日に培地を DMEM/F12 based medium (iPS cell 
medium) に変更し、6 日間培養した。この間、毎日培地交換を行なった。分化 6
日目に培地を 10 μM RA および 20 ng/mL FGF2 を含有する HE-SFM based medium 
(1% PDS および 1 × Penicillin–streptomycin solution を含有する HE-SFM) でさら
に 2 日間培養した。この間、毎日培地交換を行なった。分化 8 日目に分化細胞を
D-PBS (–) で洗浄し、Accutase を加え、37°C で 20 分間静置した。その後、培地
を用いて回収した細胞を 100 × g で遠心し、培地を吸引した後に再度培地を注ぎ、
細胞懸濁液を作製後、 FBN (100 μg/mL) および collagen type IV (400 μg/mL) の
混合液にてコーティングされた transwell culture insert もしくは well プレートに 3 
× 105 cells/well で播種し、10 μM RA および 20 ng/mL FGF2 を添加した HE-SFM 
based medium にて培養した。分化 9 日目に培地を RA と FGF２非添加の HE-SFM 
based medium に変更し、培養した。分化 9 日目以降は培地交換は行わなかった。 
 
2.2.5 TEER 値計測 
Millicell ERS-2 (チョップスティック型) を使用し、添付マニュアルに従い測定
した。培地量は頂端側で 300 μL、基底側で 800 μL とした。 
 





 分化 10 日目に培地を transport buffer (10 mM HEPE solution を含む HBSS) に置
き換え、37°C で 20 分間培養した。1 mg/mL FD4 または 300 μM LY を含有する
transport buffer を頂端側に加えた。37°C で 60 分間インキュベートした後、100 
μL の溶液を側底側から回収した。Transport buffer の液量は頂端側で 300 μL、基
底側で 800 μL とした。FD4 または LY の蛍光強度を Synergy HTX multimode plate 
reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VA, USA) で測定し、Gen 5 data analysis 
software (BioTek Instruments) にて解析した。 
 
2.2.7 RT-qPCR 解析 
 Total RNA は Agencort RNAdvance Tissue Kit の添付マニュアルに従い抽出し
た。cDNA の合成は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix を使用して添付マニュア
ルに従って調整し、サーマルサイクラーを用いて 37°C にて 15 分間、50°C にて
5 分間、98°C にて 5 分間処理して逆転写反応を行った。 
RT-qPCR は KAPA SYBR FAST qPCR Kit および LightCycler 96 System (F. 
Hoffmann-La Roche, Ltd.) を用いて、95°C にて 3 分間プレインキュベーション後、
95°C にて 3 秒間、60°C にて 31 秒間のサイクルを 40 サイクル行った。結果は内
在性コントロールとして hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) 
を用いて補正し、算出した。RT-qPCR Primer は Table 2-1 に示したものを用いた。 
 
2.2.8 免疫蛍光染色法 
Zonula occludens-1 (ZO-1) およびoccludinの染色の際には、 96-wellプレート上
の細胞を4％ paraformaldehyde中で15分間室温で固定し、glycine含有D-PBS (–) で







phenylindole (DAPI) も同時に反応させた。その後、3回D-PBS (–) で洗浄し、
Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA) にて
解析した。Cadherin 5 (CDH5)、claudin 5、P-glycoprotein (P-gp)、およびbreast cancer 
resistant protein (BCRP) を染色する際には、96-welプレート上の細胞を0.1% 
bovine serum albumin (BSA) 含有D-PBS (–) で３回洗浄後、4% paraformaldehyde中
で15分間室温で固定し、再度0.1% BSA含有D-PBS (–) で洗浄した後、0.1% Triton 
X-100含有D-PBS (–) にて5分間透過処理を行った。続いて、0.1% BSA含有D-PBS 
(–) で洗浄した後、一次抗体を4°Cで1晩反応させた。その後、0.1% BSA含有D-
PBS (–) で3回洗浄し、室温で二次抗体を200倍希釈で60分間反応させた。その後、
0.1% BSA含有D-PBS (–) で3回洗浄し、1 μg/mLのDAPIを５分間反応させた。そ
の後、D-PBS (–) で3回洗浄し、Operetta High-Content Imaging Systemにて解析し
た。抗体はTable 2-2に示したものを用いた。 
 
2.2.9 P-gp および BCRP の機能解析 
培地を吸引し、96-well プレート上の細胞 (分化 10 日目) を transport buffer 中
にて 37°C で 15 分間プレインキュベートした。P-gp の阻害剤である 10 μM 
cyclosporine A  (CsA) または BCRP の阻害剤である 20 μM Ko 143 の存在下また
は非存在下で、10 μM rhodamine 123 または 10 μM Hoechst 33342 を含有する
transport buffer 中にて 37°C で 60 分間インキュベートした。その後、細胞を D-
PBS (–) で三回洗浄し、5% Triton X-100 含有 D-PBS (–) で溶解し、rhodamine 123
およびHoechst 33342の蛍光強度をSynergy HTX multimode plate readerで測定し、






 定量的なデータは means ± SD として表した。2 群間の比較は Student's t-test に
よって行った。長期間の TEER 値測定実験での 2 郡間比較には Two-way repeated 
measures analysis of variance を用いた。多重比較の際には、One-way analysis of 
variance を行った後、Tukey’s honestly significant difference test (等分散時) もしく
は Games–Howell test (不等分散時) によって行った。統計分析には IBM SPSS 






Table 2-1. qPCR primer sequences 
Gene Forward primer sequence (5′  3′) Reverse primer sequence (5′  3′) 
CDH5 (NM_001795.5) GATTTGGAACCAGATGCACA ACTTGGCATTCTTGCGACTC 
MDR1 (NM_138290.3) CCCATCATTGCAATAGCAGG TGTTCAAACTTCTGCTCCTGA 
BCRP (NM_004827.3) AGATGGGTTTCCAAGCGTTCAT CCAGTCCCAGTACGACTGTGACA 
GLUT1 (NM_006516.3) GAAGAGAGTCGGCAGATGATG GGAGTAATAGAAGACAGCGTTGATG 
Occludin        
(NM_002538.4) 
TCCAATGGCAAAGTGAATGA GCAGGTGCTCTTTTTGAAGG 
ZO-1 (NM_001355012.2) CGAGGGATAGAAGTGCAAGTAGA TATTCTTCATTTTTCCGGGATTT 
LAT1 (NM_003486.7) AATGGGTCCCTGTTCACATC CGTAGAGCAGCGTCATCACA 
HPRT1 (NM_000194.3) CTTTGCTTTCCTTGGTCAGG TCAAGGGCATATCCTACAACA 
 
Table 2-2. Antibodies for immunofluorescence analysis 
Target Source Catalog number Species Dilution 
CDH5  Santa Cruz sc-9989 Mouse (monoclonal) 1:25 
P-gp  Abcam ab10333 Mouse (monoclonal) 1:25 
BCRP  Abcam ab3380 Mouse (monoclonal) 1:50 
Occludin Fisher Scientific 71-1500 Rabbit (polyclonal) 1:50 
ZO-1 Fisher Scientific 33-9100 Mouse (monoclonal) 1:100 
Claudin-5 Fisher Scientific 35-2500 Mouse (monoclonal) 1:50 
Anti-rabbit (Alexa Fluor 488) Fisher Scientific A-21206 Donkey (polyclonal) 1:200 







2.3.1 バリア機能を上昇させる基底膜成分の探索  
iBMECs の分化前から分化 8 日目までの分化誘導に用いる基底膜成分を
Matrigel から、ロット差が少ない単一成分に変更することを試みた (Figure 2-1A)。
そこで、単一の基底膜成分上と Matrigel 上で分化誘導した iBMECs の TEER 値
をバリア機能の指標として比較した。その結果、LN221F および VTN-N 上で分
化誘導した分化 10 日目の iBMECs は Matrigel 上で分化誘導した iBMECs と比較
して有意に高い TEER 値 (Matrigel, 511.4 ± 69.2 Ω・cm2; FBN, 460.8 ± 37.6 Ω・
cm2; VTN-N, 741.5 ± 62.2 Ω・cm2; LN221F; 997.9 ± 108.2 Ω・cm2; LN411F, 465.1 
± 95.3 Ω・cm2; LN511F, 176.1 ± 43.2 Ω・cm2) を示した (Figure 2-1B)。最も高い
TEER 値を示した LN221F 上で分化誘導した iBMECs (human induced pluripotent 
stem cell-derived brain microvascular endothelial-like cells differentiated on laminin 221 
fragment: LN221F-iBMECs) と Matrigel 上で分化誘導した iBMECs  (human 
induced pluripotent stem cell-derived brain microvascular endothelial-like cells 
differentiated on Matrigel: Matrigel-iBMECs) を 2種類のhiPSC株から作製し、TEER
値を長期間比較したところ、LN221F-iBMECs は Matrigel-iBMECs と比較して長







2.3.2 傍細胞経路による物質透過性の評価  
 続いて、傍細胞経路による物質透過性の指標となる FD4 および LY の透過性
を 2 種類の hiPSC 株から作製した LN221F-iBMECs と Matrigel-iBMECs において
比較したところ、LN221F-iBMECs が有意に低い値を示した (Figure 2-2A and B)。 
 
 
Figure 2-1. Evaluation of TEER values in LN221F- and Matrigel-iBMECs. 
(A) Scheme for the differentiation of iBMECs. (B) Relative TEER values of 610B1-derived 
iBMECs on day 10 on Matrigel, FBN, VTN-N, LN221F, LN411F, or LN511F. Data are presented 
as the mean ± SD (n = 3; *p < 0.05, **p < 0.01; Tukey's honestly significant difference test; 
Matrigel group vs. others). (C) Measurement of TEER values of LN221F- and Matrigel-iBMECs 
derived from 610B1 and 648A1 over a long period (from day 9 to 18). Data are presented as the 









結果、血管内皮細胞 (endothelial cells: ECs) の代表的なマーカーであるCDH5、排
出トランスポーターであるmultiple drug resistance 1 (MDR1) (P-gpをコードする遺
伝子) およびBCRP、tight junction構成タンパク質であるZO-1およびoccludin、
BMEC関連トランスポーターであるglucose transporter 1 (GLUT1) およびL-type 




Figure 2-2. Analyses of paracellular permeability of LN221F- and Matrigel-iBMECs. 
(A) FD4 permeability assay of LN221F- and Matrigel-iBMECs on day 10. Papp, apparent 
permeability coefficient. Data are presented as the mean ± SD (n = 6; **p < 0.01; Student’s t-test). 




















 LN221F-iBMECs が BBB のバリア機能に必要不可欠な排出トランスポーター
である P-gp および BCRP の機能を有しているかを評価するため、基質蓄積試験
を行った。LN221F-iBMECs および Matrigel-iBMECs において、P-gp の阻害剤で
ある CsA および BCRP の阻害剤である Ko 143 の添加により、P-gp の基質であ
る rhodamine 123 および BCRP の基質である Hoechst 33342 の細胞内蓄積量が増
加したことから、LN221F-iBMECsはMatrigel-iBMECsと同様にP-gpおよびBCRP
の機能を有することが明らかとなった (Figure 2-4A and B)。 
 
Figure 2-3. Characterization of LN221F- and Matrigel-iBMECs. 
(A) Relative mRNA expression levels of CDH5, MDR1, BCRP, ZO-1, occludin, GLUT1, and 
LAT1 in LN221F- and Matrigel-iBMECs derived from 610B1 on day 10. The values are 
normalized to those of HPRT1. The relative mRNA expression levels of Matrigel-iBMECs were 
defined as 1. Data are presented as the mean ± SD (n = 3; N.S. = not significant; Student’s t-test). 
hBMECs: n = 1. (B) Immunofluorescence analysis of CDH5 (orange), P-gp (orange), BCRP 
(orange), ZO-1 (orange), occludin (green), and claudin 5 (orange) expression in LN221F- and 





Figure 2-4. Analyses of P-gp and BCRP functions in LN221F- and Matrigel-iBMECs. 
(A) Relative intracellular accumulation of rhodamine 123. The iBMECs were incubated with 10 
μM rhodamine 123 in the absence or presence of 10 μM CsA for 60 min at 37°C. Relative 
fluorescence intensity values were normalized to the condition without inhibitor (set to 1). Data 
are presented as the mean ± SD (n = 6; **p < 0.01; Student’s t-test). (B) Relative intracellular 
accumulation of Hoechst 33342. The iBMECs were incubated with 10 μM Hoechst 33342 in the 
absence or presence of 20 μM Ko 143 for 60 min at 37°C. Relative fluorescence intensity values 
were normalized to the condition without inhibitor (set to 1). Data are presented as the mean ± SD 










LN221F-iBMECs は Matrigel-iBMECs と比較して長期間高いバリア機能を維持す
ることが明らかとなった。また、Matrigel とは異なる基底膜成分を用いて分化し
たことに起因して、細胞の性質や種類が変化する恐れもあったが、LN221F-
iBMECs における BMEC マーカーの遺伝子およびタンパク質発現量は Matrigel-
iBMECs とほぼ同等であった。さらに、LN221F-iBMECs は Matrigel-iBMECs と
同様にBBBにおける物質透過性の制御に必須な排出トランスポーターである P-
gp および BCRP の機能を有していたことから、LN221F-iBMECs は Matrigel-
BMECs と同様に BMECs としての性質を有していることが示唆された。一般に
in vitro 評価系における BMECs のバリア機能を強化するために、pericytes や
astorocytes などの BBB 構成細胞と共培養されることが多い 10,13)。一方で、本研
究では、LN221F を Matrigel の代替基底膜成分として用いることで、異種細胞と
の共培養などの煩雑な操作を経ることなく、高いバリア機能を長時間維持する
iBMECs を得ることに成功した。これらの知見を総合して考えると、LN221F は
高いバリア機能を有した iBMECs の安定供給に有用であると考えられる。 
Laminin 221 は骨格筋や心筋、神経筋接合部に豊富に存在する 14,15)。また、
laminin 221 は、ヒト胚性幹細胞の心血管前駆細胞 (Cardiovascular Progenitors) へ






くは LN511F などの生体内の BBB に豊富な基底膜成分 16)が iBMECs への分化誘
導を促進するのではないかと推測していたが、これらの基底膜成分をコーティ
ングに用いた場合でも iBMECs のバリア機能を強化しなかった。LN221F が分化
後の iBMECs のバリア機能を強化した理由は 2 つ考えられる。まず第一の可能
性として、in vitro における BMECs への分化と実際の in vivo での BMECs への分
化では、必要となる因子がそれぞれ異なることが挙げられる。本分化誘導法で作
製した iBMECs における BCRP および occludin の遺伝子発現は hBMECs と比較
して高値を示すものの、MDR1、ZO-1、GLUT1 および LAT1 の遺伝子発現量は
hBMECs とほぼ同等の値を示しており、hBMECs とある程度類似した細胞であ
ることが示唆される。一方、iBMECs の血管内皮細胞としての性質に着目すると、
iBMECs の EC マーカーの発現量は低く、かつ ECs と上皮細胞の両方の特性を持
っていることが既に報告されており 17)、実際に本研究における iBMECs の CDH5
の遺伝子発現レベルは hBMECs と比較して著しく低い値を示した。さらに、




と、本分化誘導にて作製された iBMECs は、生体内 BMECs の (ECs としての) 
性質を完全には反映出来ていない可能性が高いため、iBMECs の分化過程は、生
体での BBB の発生・分化過程とは異なることが示唆される。第二の可能性とし
て、laminin 221 はヒト BBB の発達に重要な役割を果たしており、in vitro におい
ても in vivo と同様に分化を促進したということが挙げられる。 





iBMECs は Matrigel-iBMECs よりも高いバリア機能を示したにもかかわらず、








 分化誘導時に Matrigel の代替として LN221F をコーティングすることによっ
て、高いバリア機能を長期間維持する iBMECs を簡便に作製できることを明ら












既存の分化誘導法にて作製した iBMECs は ECs としての性質が弱く 17)、ヒト
生体内の BMECs の性状を正確に反映できていない可能性が示唆されている。ま
た、分化誘導した iBMECs を拡大培養したとする報告は未だ存在しないため、




考えた。BBB は発生段階において ECs あるいは EPCs が脳内に侵入し、pericytes
などと相互作用することで BMECs へと分化成熟することが知られている 21)。
そこで、生体における BBB の発生メカニズムに習い、EPCs を hiPSCs から分化
誘導し、拡大培養を行なった後に BMECs へと分化誘導することで、生体内の
BMECs に類似した細胞を大量に作製できると考えた。しかしながら、既存の
hiPSC 由来 ECs および hiPSC 由来 EPCs (human induced pluripotent stem cell-derived 
endothelial progenitor cells: iEPCs) の作製法は、分化誘導法や純化法が煩雑である
22–24)。また、一般に EPCs は性質を維持したまま拡大培養することが困難である
25)。そこで、これらの問題点を克服するため、2 つの分化誘導法を検討した。本
章の前半部では、過去に高山らが報告したヒト多能性幹細胞 (human pluripotent 
stem cells: hPSCs) に由来した袋状構造物 (embryonic stem cell-derived sac-like 
structures: ES-sacs および iPS cell-derived sac-like structures: iPS-sacs)26,27)に着目し





29)。一方、この袋状の細胞は PECAM1 陽性細胞、すなわち ECs であることが報
告されているが 26)、iPS-sacs から ECs を単離したという報告や iPS-sac 法を用い












 hiPSC 株 Windy は National Center for Child Health and Development (Tokyo, Japan) 
の梅澤明弘博士らにご供与いただいた。hiPSC 株 409B2、610B1、606A1、648A1、
およびマウス由来細胞である C3H10T1/2 は RIKEN BioResource Center より、ヒ
ト臍帯血由来 EPCs (human cord blood-derived endothelial progenitor outgrowth cells: 
CB-EPOCs) および EPOC growth medium は BioChain (Newark, CA, USA) より、 
HUVECs および Endothelial Cell Medium は ScienCell Research Laboratories, Inc. 
(Carlsbad, CA, USA) より、FBN、L-glutamine、DMEM/F12、および L-ascorbic acid 
phosphate magnesium salt n-hydrate は Wako Pure Chemical Industries, Ltd.より、
Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM)、porcine skin gelatin、2-mercaptoethanol、
fetal bovine serum (FBS)、GlutaMAX supplement および 1-thioglycerol は Sigma-
Aldrich Corporation より、KSR、insulin–transferrin–selenium (ITS)、TrypLE Select 
cell dissociation reagent、VTN-N、HE-SFM、chemically defined lipid concentrate、
Essential 8 Flex medium は Thermo Fisher Scientific より、FGF2 は PeproTech, Inc.よ
り、bone morphogenetic protein-4 (BMP4) (catalog number: CYT-081) は ProSpec-
Tany TechnoGene Ltd. (Rehovot, Israel) より、penicillin–streptomycin solution および
MEM nonessential amino acids は  Biological Industries USA, Inc.より、vascular 
endothelial growth factor (VEGF) (VEGF-A) (catalog number: 583706) は BioLegend 
(San Diego, CA, USA) より、A 83-01 は Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) よ
り、CHIR-99021 および Y-27632 は Focus Biomolecules, LLC (Plymouth Meeting, PA, 
USA) より、M-pluriBeads は pluriSelect Life Science (Sachsen, Germany) より、
epidermal growth factor (EGF) (catalog number: Z02691-100) は GenScript Biotech 




(Osaka, Japan) より、CELLBANKER、STEM-CELLBANKER (dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 含有) は Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd. (Fukushima, Japan) より、Cell 
Reservoir One (DMSO 含有) は Nacalai Tesque, Inc.より、Cell Carrier-96 Black, 
Optically Clear Bottom microplates は PerkinElmer, Inc.より、Agencourt RNAdvance 
Tissue Total RNA Purification Kit は Beckman Coulter, Inc.より、 ReverTra Ace qPCR 
RT Master Mix は Toyobo Co., Ltd.より、KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix は
Nippon Genetics Co., Ltd.より、Matrigel GFR は Corning Incorporated より、1,1'-
Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate acetylated low-density 
lipoprotein (Dil-Ac-LDL) は Alfa Aesar (Ward Hill, MA, USA) より、CellTiter-Glo 
2.0 Cell Viability Assay kit は Promega Corporation (Madison, WI, USA) より、
Cellular Senescence Detection/Quantification Kit–SPiDER-β-Gal は Dojindo 
Laboratories (Kumamoto, Japan) より、Block-Ace solution は KAC Co., Ltd. (Kyoto, 
Japan) より購入した。その他の試薬はすべて市販の特級品を用いた。 
 
3.2.2 細胞培養  
 iPS-sac 法に用いた未分化な hiPSC 株 (Windy、409B2 および 610B1) は 5 ng/mL 
FGF2 を添加した iPS cell medium を用いて培養した。また、mitomycin C 処理に
より増殖能を不活化した mouse embryonic fibroblasts 上で培養した。剥離液には
1 mg/mL collagenase IV、0.25% trypsin、20% KSR、および 1 mM CaCl2 を含む D-
PBS (–) を用いた。2 次元分化誘導法に用いた未分化な hiPSC 株 (610B1、606A1
および 648A1) は VTN-N (1 μg/cm2) がコートされた培養 dish 上で Essential 8 Flex 
medium を 用 い て 培 養 し た 。 剥 離 液 は 維 持 す る 際 に は 0.5 mM 




HUVECs は Endothelial Cell Medium を用いて取り扱い説明書に従って培養した。
CB-EPOCs は EPOC growth medium を用いて取り扱い説明書に従って培養した。 
 
3.2.3 iPS-sac 法を用いた分化誘導 
 iPS-sacs は過去の報告 26,27)を参考に作製した。mitomycin C 処理を行なった
C3H10T1/2 (1.4–2.0 × 104 cells/cm2) を 0.1% gelatin コート培養 dish に分化 1 日前
に播種した。分化当日、hiPSCs を C3H101/2 上に播種し、20 ng/mL もしくは 50 
ng/mL VEGF を添加した iPS-sac medium (15% FBS、2 mM L-glutamine、450 mM 
1-thioglycerol、1 × ITS、50 µg/mL L-ascorbic acid phosphate magnesium salt n-hydrate
および 1 × penicillin–streptomycin solution を含む IMDM) を用いて培養した。5 
μM CHIR-99021 は分化 3 日まで適宜添加した。培地交換は分化 3、6、9、11、13、
15、17 および 19 日目に行なった。iPS-sacs の形成率は「iPS-sacs を形成した直
径 2 mm 以上のコロニーの数/直径 2 mm 以上コロニーの数 × 100」にて算出し
た。 
 
3.2.4 2 次元分化誘導法による分化誘導  
 Essential 8 Flex medium にて培養されている hiPSCs を TrypLE Select で剥離し、
VTN-N (1 μg/cm2) でコートされた培養 dish に 2 × 104 cells/cm2 で播種した。その
後、10 μM Y-27632 が添加された Essential 8 Flex medium にて 24 時間培養した。
分化当日、培地を 5 μM CHIR-99021 が添加された modified DMEM/F12 (0.1% 
chemically defined lipid concentrate、0.1 × ITS、2 mM GlutaMAX、450 mM mono-
thio glycerol、1 × penicillin–streptomycin solution および 50 μg/mL of L-ascorbic acid 
phosphate magnesium salt n-hydrate を含む DMEM/F12) に変更し、24 時間培養し




し、24 時間培養した。分化 2 日目に培地を 50 ng/mL VEGF および 25 ng/mL BMP4
を添加した modified DMEM/ F12 に変更し、3 日間培養した。この間、毎日培地
交換を行なった。分化 5 日目に 10 μM Y-27632 処理を 1 時間行なった分化細胞
を TripLE Select にて剥離し、3.5 × 104 cells/cm2 で 0.1％ gelatin コート培養 dish に
播種し、50 ng/mL VEGF および 10 ng/mL FGF2 が添加された EPC medium (5% 
KSR および 1 × penicillin–streptomycin solution を含む HE-SFM) 中で 3 日間培養
した。この間、培地交換は毎日行なった。 
 
3.2.5 iEPCs の純化 (2 次元分化誘導法) 
 分化 8 日目に 10 μM Y-27632 を 1 時間処理した分化細胞を D-PBS (–) にて洗
浄し、TrypLE Select を 37°C にて 45–60 秒間処理した後、その他の細胞を培養
dish を強くタッピングすることで完全に剥離した。D-PBS (–) で 3 回洗浄した
後、TripLE Select を 37°C にて 6–12 分間処理し、その後培地を用いて回収した細
胞を 100 × g で遠心し、培地を吸引した後に再度培地を注ぎ、細胞懸濁液を作製
後、1.5 × 104 cells/cm2で VTN-N (1 μg/cm2) がコートされた培養 dish に播種した。
純化しない群の作製時には、10 μM Y-27632 を 1 時間処理した分化 8 日目の分化
細胞を D-PBS (–) にて洗浄し、TrypLE Select を 37°C にて 7–13 分間処理し、そ
の後培地を用いて回収した細胞を 100 × g で遠心し、培地を吸引した後に再度培
地を注ぎ、細胞懸濁液を作製後、 1.5 × 104 cells/cm2 で VTN-N (1 μg/cm2) がコー
トされた培養 dish に播種した。継代後 (分化 8 日目以降) は 10 ng/mL EGF およ
び 20 ng/mL FGF2 が添加された EPC medium 中で培養した。培地交換は播種し
た翌日行なった。 
 




 純化後の iEPCs は 10 ng/mL EGF および 20 ng/mL FGF2 に DMSO もしくは 10 
μM Y-27632、0.5 μM A 83-01 および 3 μM CHIR-99021 を添加した EPC medium を
用いて培養した。培地交換は播種してから 1 日目および 3 日目に行なった。継
代時には、純化した iEPCs を D-PBS (–) にて洗浄し、TrypLE Select を 37°C にて
処理し、その後培地を用いて回収した細胞を 100 × g で遠心し、培地を吸引した
後に再度培地を注ぎ、細胞懸濁液を作製後、1.5 × 104 cells/cm2 で VTN-N (1 μg/cm2) 
がコートされた培養 dish に播種した。細胞獲得数が細胞播種数の 1.5 倍を下回
った場合、3.0 × 104 cells/cm2 で VTN-N (1μg/cm2) がコートされた培養 dish に播
種し、その後数日間培養し、各種試験に用いた。細胞数の計測は Countess II 
Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific) を用いて trypan blue 法にて行な
った。 
 
2.2.7 qPCR 解析 
 Total RNA は Agencort RNAdvance Tissue Kit の添付マニュアルに従い抽出し
た。cDNA の合成は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix を使用して添付マニュア
ルに従い、サーマルサイクラーを用いて 37°C にて 15 分間、50°C にて 5 分間、
98°C にて 5 分間処理することで行った。 
RT-qPCR は KAPA SYBR FAST qPCR Kit および LightCycler 96 System もしくは
Eco Real-Time PCR System (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) を用いて、95°C に
て 3 分間プレインキュベーション後、95°C にて 3 秒間、60°C にて 31 秒間のサ
イクルを 40 サイクル行った。結果は内在性コントロールとして HPRT1 を用い






96-well プレート上の細胞を室温において 4% paraformaldehyde 中で 15 分間室
温で固定し、glycine 含有 D-PBS (–) で 2 回洗浄後、0.1% Triton X-100 含有 D-PBS 
(–) を用いて室温で 25 分間透過処理した。5% donkey serum を用いて室温で 20
分間ブロッキングした後、一次抗体を室温で 2 時間反応させた。D-PBS (–) で 3
回洗浄した後、二次抗体を 200 倍希釈で室温で 60 分間反応させた。 この時、核
染色試薬である 1 μg/mL DAPI も同時に反応させた。その後 3 回 D-PBS (–) で洗
浄し、Operetta High-Content Imaging System にてサンプルを観察した。陽性細胞




iPS-sac 法を用いた分化誘導においては、分化細胞を TrypLE Select にて剥離し、
300 μL の Matrigel GFR (原液) をコートした 24-well プレートに 1 × 105 cells/well
の細胞密度で播種し、50 ng/mL VEGF、20 ng/mL FGF2 および 10 ng/mL EGF を
添加した EPC medium 中にて 20 時間培養した。その後、calcein AM を含む培地
中で 30 分室温で静置し、ECLIPSE Ni microscope (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) 
を用いて管状構造を観察した。 
2 次元分化誘導法においては、分化細胞を TrypLE Select にて剥離し、300 μL
の Matrigel GFR (原液) をコートした 24-well プレートに 5 × 104 cells/well、7.5 × 
104 cells/well、1 × 105 cells/well、1.25 × 105 cells もしくは 1.5×105 cells の細胞密度
で播種し、剥離前に用いていた培地と同一組成の培地に 50 ng/mL VEGF を加え
た培地中にて 20–24 時間培養した。その後、calcein AM を含む培地中で室温で





なお、分化 20 日目の DMSO 群は管状構造を形成しなかった。[分化 8 日目: 7.5 × 
104 cells/well、分化 14 日目 DMSO 群: 1 × 105 cells/well、分化 14 日目 YAC 群: 5 × 
104 cells/well、分化 20 日目 DMSO 群: 1 × 105 cells/well、分化 20 日目 YAC 群: 5 × 
104 cells/well、分化 29 日目 YAC 群: 7.5 × 104 cells/well、分化 39 日目 YAC 群: 7.5 
× 104 cells/well]  
 
3.2.10 Dil-Ac-LDL 取り込み試験 
 分化細胞を 10 μg/mL Dil-Ac-LDL を含む培地中で 37°C で 5 時間培養し、その
後、10 µg/mL Hoechst 33342 を含む培地中で室温で 30 分静置し、培地で 3 回洗
浄した。その後、Operetta High-Content Imaging System にてサンプルを観察した。
陽性細胞率は Harmony high-content analysis software を用いて算出した。 
 
3.2.11 iEPCs の凍結融解 
 分化細胞の凍結は TC Protector、CELLBANKER、STEM-CELLBANKER (DMSO
含有) もしくは Cell Reservoir One (DMSO 含有) を用いて行なった。各保存液に
て再懸濁後、−80°C のディープフリーザーにて 1 時間凍結した。融解時は 37°C
の温浴にて半融解させ、あらかじめ温めておいた 15 mL tube もしくは 50 mL tube
に入った 10 mL の培地の中から 1 mL を取り、半融解の細胞懸濁液に注ぎ、完全




 Well プレートを用いた細胞数の測定は CellTiter-Glo 2.0 を用いて行なった。取
り扱い説明書に準じて行なった。分化 11 日目の細胞を 5 × 103 cells/cm2 にて 48-




た。続いて、300 μL の CellTiter-Glo 2.0 reagent を各 well に加え、振とう機にて 2
分間浸透し、細胞を溶解した。その後、10 分間室温で静置した。各 well から 100 
μL の反応液を白色の 96-well プレートに移し、各サンプルの発光強度を Synergy 
HTX Plate Reader を用いて auto gain モードにて測定した。 
 
3.2.13 細胞老化度測定試験 
 β-Galactosidase の検出には SPiDER-β-Gal32)を用いた。取り扱い説明書に準じて
行なった。分化 17 日目の細胞を 96-well プレートに播種し、3 日間培養した。そ
の後、D-PBS (–) にて一回洗浄し、Barifomycin A1 working solution を 1000 倍希
釈した培地 50 μL にて 1 時間 37°C で培養した。その後、SPiDER β-Gal working 
solution (1000 倍希釈) および 20 μg/mL Hoechst 33342 を添加した培地 50 μL を各
well に入れ、37°C で 30 分間培養した。その後、細胞を培地にて 2 回洗浄し、
Operetta High-Content Imaging System を用いて観察した。陽性細胞率は Harmony 
high-content analysis software を用いて算出した。 
 
3.2.14 RNA-sequencing 解析  
Total RNA は、Agencourt RNAdvance Tissue Total RNA Purification Kit を使用し
て精製した。Pair-end Illumina sequencing と read count の推定・正規化および遺伝
子の発現差異解析は Novogene Bioinformatics Technology Co., Ltd. (Beijing, China) 
にて行なった。簡潔に記載すると、余分な配列を除去した後、Homo sapiens 
(human) genome assembly GRCh37 (hg19) に TopHat 2.0.9 を用いてマッピングを行
なった。一箇所にマッピングされた paired reads を下流の解析に用いた。 HTSeq 
0.6.1 tool を使用して得られた per-gene read counts は fragments per kilobase per 
million reads (FPKM) に変換した。遺伝子発現差異解析に用いるために、read 




を行なった。Probability (p) values と false discovery rates は、Benjamini–Hochberg 
(BH) 法を用いて調節した。False discovery rates が 0.05 以下となった遺伝子を遺
伝子発現量に有意に差異があると判定した。Gene Ontology (GO) および Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses は、clusterProfiler 
R package33)を用いて行なった。 GO enrichment analysis は後述の設定を使用した。 
[GO enrichment analysis: OrgDb = org.Hs.eg.db、keyType = 'ENSEMBL'、ont = "ALL"、
pAdjustMethod = "BH"、qvalueCutoff = 0.05] KEGG enrichment analysis は後述の設
定を使用した。 [KEGG enrichment analysis: organism = 'hsa'、 pAdjustMethod = "BH"、 
qvalueCutoff = 0.05] 
 
3.2.15 Western blotting 
細胞を 1 × sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
sample buffer にて溶解させ、数分間煮沸してサンプルを作製した。polyvinylidene 
fluoride membranes に転写し、4% Block-Ace solution にてブロッキングを行なっ
た。Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) にて洗浄し、1 次抗体を
4°C にて一晩処理した。その後 TBS-T にて洗浄し、2 次抗体を室温で 1 時間処理
した。TBS-T にて洗浄した後、Amersham Imager 600 system (GE Healthcare Life 
Sciences, Chicago, IL, USA) にて検出した。Amersham Imager 600 analysis software 
(GE Healthcare Life Sciences) によりシグナル強度を定量化した。バックグラウン
ドは Rolling Ball algorithm により消去した。抗体は Table 3-2 に示したものを用い
た。 
 
3.2.16 Puromycin 取り込み試験  
 Puromycin 取り込み試験は過去の報告 34)を元に行なった。iEPCs は分化 11 日




puromycin を処理し、新生タンパク質に puromycin をラベルした。10 μg/mL 
cycloheximide 処理は puromycin 処理の 10 分前に開始した。Puromycin が取り込





 定量的なデータは means ± SD として表した。2 群間の比較は Student's t-test に
よって行った。多重比較の際には、One-way analysis of variance を行った後、
Tukey’s honestly significant difference test (等分散時) もしくは Games–Howell test 
(不等分散時) によって行った。統計分析には IBM SPSS Statistics for Windows, 





Table 3-1. RT-qPCR primer sequences 
Gene Forward primer sequence (5′  3′) Reverse primer sequence (5′  3′) 
CDH5 (NM_001795.5) GATTTGGAACCAGATGCACA ACTTGGCATTCTTGCGACTC 
KDR (NM_002253.3) CTGCAAATTTGGAAACCTGTC GAGCTCTGGCTACTGGTGATG 
vWF (NM_000552.4) CGGCTTGCACCATTCAGCTA TGCAGAAGTGAGTATCACAGCCATC 
PECAM1 (NM_000442.5) AGTCGGACAGTGGGACGTAT ATGACCTCAAACTGGGCATC 
CD34 (NM_001025109.2) ATCCTAAGTGACATCAAGGCAGA TCTCCCCTGTCCTTCTTAAACTC 
HPRT1 (NM_000194.3) CTTTGCTTTCCTTGGTCAGG TCAAGGGCATATCCTACAACA 
TBXT (NM_001270484.1) ACCCAGTTCATAGCGGTGAC CAATTGTCATGGGATTGCAG 
MMP1 (NM_001145938.2) TACGAATTTGCCGACAGAGA TCCTTGGGGTATCCGTGTAG 
OCT-4 (NM_001159542.2) AGCGAACCAGTATCGAGAAC TTACAGAACCACACTCGGAC 
 
Table 3-2. Antibodies for immunofluorescence analysis 
Target Source Catalog number Species Dilution Application 
CDH5 Santa Cruz sc-9989 Mouse (monoclonal) 1:25 IF 
PECAM1 Abcam ab28364 Rabbit (polyclonal) 1:25 IF 
CD34 Novus NBP2-32932 Mouse (monoclonal) 8 μg/mL IF 
Ki-67 Affymetrix 14-5699-82 Mouse (monoclonal) 1:100 IF 
GAPDH (HRP) Wako 015-25473 Mouse (monoclonal) 1:1000 WB 
NOS3 Santa Cruz sc-376751 Mouse (monoclonal) 1:500 WB 
Puromycin Dako PEN-MA001 Mouse (monoclonal) 1:1000 WB 
Anti-rabbit (Alexa Fluor 488) Fisher Scientific A-21206 Donkey (polyclonal) 1:200 IF 
Anti-mouse (Alexa Fluor 568)  Fisher Scientific A-11004 Goat (polyclonal) 1:200 IF 















た。その結果、ECマーカーであるplatelet endothelial cell adhesion molecule 












3.3.2 iPS-sacs からの iEPCs の取得 




色法によってPECAM1/CDH5陽性のsac-iEPCsとα-smooth muscle actin (α-SMA) 陽
性の間葉系細胞などが混在していることが明らかとなった (Figure 3-2B)。また、 
Figure 3-1. Generation of iPS-sacs from human iPS cells. 
(A) Morphology of iPS-sacs derived from 409B2 cells and HSCs. The scale bars, except for HSCs 
at day 14 (500 μm), indicate 100 μm. (B) iPS-sac formation rates in three iPS cell lines. Data 
represent the mean ± SD (n = 3, *p < 0.05, **p < 0.01; Tukey’s honestly significant difference 
test). (C) Relative mRNA expression levels of PECAM1, CDH5, CD34, and KDR in differentiated 
cells derived from iPS cell lines. The values are normalized to those of HPRT1. Relative mRNA 
expression levels in 409B2 cells on day 0 were defined as 1. Data represent the mean ± SD (n = 









3.3.3 GSK3β 阻害剤による iPS-sacs 形成の促進 
hPSCs から ECs へと分化誘導する際には VEGF を 50 ng/mL もしくはそれ以
上の濃度で用いている分化プロトコールが多く見受けられる 24,30,31)。しかし、
iPS-sacs の作製プロトコールでは 20 ng/mL の VEGF を用いている。そこで、新
たに 50 ng/ml VEGF の群を設定した。また、sac-iEPCs の取得量を増やすため、
Wnt 経路に着目した。 Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) 阻害剤である CHIR-
Figure 3-2. Acquisition of sac-iEPCs from iPS-sacs. 
(A) Separation of sac-iEPCs from iPS-sacs. (B) Immunofluorescence analysis of PECAM1, α-




99021 が Wnt 経路を活性化させ、hiPSCs から中胚葉への分化促進を介して血管
内皮系統の細胞への分化誘導を促進することが報告されている 23)。そのため、
中胚葉への分化誘導が不十分であることが iPS-sacs が含有する sac-iEPCs の量が
少ない原因なのではないかと予想した。そこで、VEGF 50 ng/mL に GSK3β 阻害
剤である CHIR-99021 を分化 3 日目まで添加する群を作製した。各群における
iPS-sacs の形成過程を観察したところ、培地に 50 mg/mL VEGF および 5μM CHIR-
99021 を添加した群 (改善群) では 20 ng/mL VEGF を添加した群 (コントロール
群) および 50 ng/mL VEGF を添加した群と比較して iPS-sacs の形成時期が早ま






Figure 3-3. Effect of CHIR-99021 on generation of iPS-sacs. 
Morphological changes of iPS-sacs treated with 20 ng/mL, 50 ng/mL VEGF, or 50 ng/mL VEGF 





改善群において EPCs の含有量の増加している、もしくは EPCs への分化成熟
が促進されている場合、コントロール群と比較して EC および EPC マーカーの
遺伝子発現量の上昇が見られるはずである。また、iPS-sacs の形成が早まってい
る場合、中胚葉マーカーや EC および EPC マーカーの遺伝子発現量のピークが
早まることが想定される。従って、それぞれの群における経時的な遺伝子発現量
の変動を RT-qPCR 法によって検討した。その結果、中胚葉マーカーである T-box 
transcription factor T (TBXT) の遺伝子発現量のピークはコントロール群では分化
5 日目であったのに対し、改善群では分化 3 日目に早まった (Figure 3-4A)。さら
に、PECAM1、CDH5、CD34、および KDR の遺伝子発現量のピークはコントロ
ール群では分化 14 日目であったのに対し、改善群では分化 7 日目に早まった。
さらに、コントロール群の分化 14 日目および改善群の分化 7 日目の iPS-sacs を
バラバラにし、fibronectin コート培養 dish に播種したところ、改善群では
PECAM1、CDH5、および CD34 を発現する sac-iEPCs の割合がコントロール群
と比較して上昇した (Figure 3-4B)。また、実際に CDH5 の陽性細胞率を算出し












3.3.5 iPS-sacs から単離した iEPCs の性状解析 
iEPCs を評価モデルに用いる細胞として利用する場合、細胞の純度が高いこと
が望ましい。そこで、PECAM1 抗体ビーズを用いて sac-iEPCs の純化を行なった 
(Figure 3-5A)。純化した細胞の純度を免疫蛍光染色法にて解析したところ、
Figure 3-4. Accelerated formation of iPS-sacs containing EPCs using CHIR-99021. 
(A) Relative mRNA expression levels of TBXT, PECAM1, CDH5, CD34, KDR, and vWF in the 
groups treated with 20 ng/mL VEGF (control group), 50 ng/mL VEGF, or 50 ng/mL VEGF + 5 
µM CHIR-99021 (days 0 to 3) (improved group). The values are normalized to those of HPRT1. 
Relative mRNA expression levels in undifferentiated cells on day 0 were defined as 1. Data 
represent the mean ± SD (n = 3, *p < 0.05, **p < 0.01; Tukey’s honestly significant difference 
test or Games-Howell test; 20 ng/mL VEGF vs. 50 ng/mL VEGF or 50 ng/mL VEGF + 5 µM 
CHIR-99021). (B) Immunofluorescence analysis of PECAM1 (green), CDH5 (orange) and CD34 
(red) expression. DAPI = blue. Scale bars = 100 μm. (C) Ratio of CDH5-positive cells. Data 




PECAM1 および CD34 の陽性細胞の割合は 90%弱であった (Figure 3-5B)。続い
て、RT-qPCR 法によって、純化した iEPCs の遺伝子発現量を HUVECs および CB-
EPOCs の遺伝子発現量と比較した。その結果、iEPCs における PECAM1、CDH5、
CD34およびKDRの発現量はHUVECsと比較して有意に高い値を示した (Figure 
3-5C)。さらに、sac-iEPCs おける KDR の発現量は CB-EPOCs と比較して有意に
高い値を示した。また、iEPCs における EC マーカーである von Willebrand factor 
(vWF) の発現量は HUVECs および CB-EPOCs と比較して有意に低い値を示し
た。また、純化した sac-iEPCs は基底膜ゲル内での管状構造の形成能を有してお







3.3.6 2 次元分化誘導法による簡便な iEPCs の作製および純化 





octamer-binding transcription factor 4 (OCT-4) は徐々に発現が低下し、中胚葉マー
Figure 3-5. Gene expression and functional analysis of purified sac-iEPCs. 
(A) Purification of sac-iEPCs using anti-PECAM1 antibody-conjugated beads. (B) 
Immunofluorescence analysis of PECAM1 (green) and CD34 (red) in purified sac-iEPCs. DAPI 
= blue. Scale bars = 100 μm. Data represent the mean ± SD (n = 3, 6 fields/well). (C) Relative 
mRNA expression levels of PECAM1, CDH5, CD34, KDR, and vWF in purified sac-iEPCs, 
HUVECs and CB-EPOCs. The values were normalized to those of HPRT1. Relative mRNA 
expression levels in HUVECs were defined as 1. Data represent the mean ± SD (n = 3; *p < 0.05, 
**p < 0.01; Tukey’s honestly significant difference test or Games-Howell test; sac-iEPCs vs. 
HUVECs or CB-EPOCs). (D) Matrigel tube-formation assay of purified sac-iEPCs. Green: 
calcein, scale bar = 500 μm. (E) Uptake of Dil-Ac-LDL by purified sac-iEPCs. Pink: Dil-Ac-LDL, 




カーである TBXT の発現量は分化 2 日目に上昇した後に低下した。さらに、EC
マーカーである PECAM1 および EPC マーカーである CD34 の発現量は分化後半
に上昇した。 
分化が進むにつれて、紡錘形の形をした iEPCs、および iEPCs とは明らかに異
なる形態をとるその他の細胞が現れた (Figure 3-6C)。ここで、iEPCs とその他の
細胞では培養 dish との接着能力に差があると仮定した。そこで、２段階の剥離
液処理を行なったところ、1 段階目の剥離液処理にてその他細胞を剥離させ、2








Figure 3-6. Differentiation and purification scheme of iEPCs. 
(A) Overall outline and protocols for the differentiation, purification, and expansion of iEPCs. 
(B) Relative mRNA expression levels of OCT-4, TBXT, CD34, and PECAM1 in 610B1-derived 
cells were analyzed. The values are normalized to those of HPRT1. Data are presented as mean ± 
SD (n = 3). 
(C) Outline of the quick purification scheme of iEPCs derived from hiPS 610B1 cells on day 8. 




3.3.7 iEPCs の性状解析  
2 段階の剥離液処理により純化した 3 種類の hiPSC 由来の iEPCs の遺伝子発
現量を RT-qPCR により解析したところ、EC マーカーである PECAM1 および 
CDH5、EPC マーカーである CD34 および KDR の発現量は HUVECs と比較して
有意に高値であった (Figure 3-7A)。一方で、典型的な EC マーカーである vWF
の発現量は HUVECs と比較して有意に低い値を示した。 
分化細胞における EC・EPC マーカーのタンパク質発現および純度を免疫蛍光
染色法により検討した。PECAM1 および CDH5 は iEPCs の細胞膜上に局在し、
CD34 は細胞質全体に局在した  (Figure 3-7B)。一方で、その他の細胞には
PECAM1、CDH5 および CD34 の発現は確認されなかった。また、純化工程を経
ずに継代した 3 種類の hiPSC 由来の分化 10 日目の細胞では PECAM1、CDH5 お
よび CD34 の陽性細胞数は 50%を下回ったが、純化工程を経て継代した分化 10
日目の細胞では PECAM1、CDH5 および CD34 の陽性細胞数は約 90%であった 
(Figure 3-7C)。 
iEPCs が ECs としての基本的な性質を有しているかどうかを確認するため、
Dil-Ac-LDL の取り込み試験および管状構造形成試験を行なった。その結果、約
90%の 3 種類の hiPSC 株由来の純化した iEPCs が Dil-Ac-LDL の取り込み能を有
していることが明らかとなった (Figure 3-7D)。さらに、Matrigel 内での管状構造


































3.3.8 iEPCs の拡大培養  
 純化後の iEPCs は増殖因子である FGF2 および EGF の培地への添加ではほと
んど増殖しなかった。そこで、ラットの肝細胞を増殖させる効果を持つ低分子化
合物である Y-27632 (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase (ROCK) 阻
害剤)、A 83-01 (transforming growth factor beta (TGF-β) 受容体阻害剤) および Wnt
経路活性化作用を持つCHIR-99021 (GSK3β阻害剤) の組み合わせ 35)に着目した。
Y-27632 はヒト胚性幹細胞由来 ECs の増殖能を増加させるという報告が存在し
36)、TGF-β 受容体阻害剤である SB 43152 は hiPSC 由来 ECs の増殖能を増加させ
るという報告が存在する 37)。さらに、リコンビナントタンパク質による Wnt 経
路の活性化がヒト ECs の増殖を促進するとの報告もなされている 38)。これらの
知見を踏まえて、DMSO (コントロール) 群、1 剤群、2 剤群、および 3 剤 (YAC) 
群を作製し、iEPCs の増殖能に与える影響を解析した。その結果、YAC 群はその
他の群と比較して一番高い増殖能を示した (Figure 3-8A)。また、コントロール
群と YAC 群において細胞増殖率を長期で比較したところ、YAC 群はコントロー
ル群と比較して長期間細胞増殖能を保持し、拡大培養により分化 8 日目の細胞
Figure 3-7. Characterization of purified iEPCs. 
(A) Relative mRNA expression levels of PECAM1, CDH5, CD34, KDR, and vWF in purified 
iEPCs on day 8 derived from three hiPS cell lines and HUVECs. The values are normalized to 
those of HPRT1. The relative mRNA expression levels in HUVECs were defined as 1. Data are 
presented as mean ± SD (n = 3; *p < 0.05, **p < 0.01; Tukey’s honestly significant difference test 
or the Games–Howell test; HUVECs vs. others). 
(B) Immunofluorescence analyses of PECAM1 (green), CDH5 (orange), and CD34 (red) in 
differentiated cells just before purification on day 8, non-purified cells on day 10, and purified 
cells on day 10 derived from hiPS 610B1 cells. DAPI = blue. Scale bars = 100 μm. 
(C) Positive cell ratio (%) of PECAM1, CDH5, and CD34 in non-purified cells (NP) and purified 
cells (P) on day 10 derived from three hiPS cell lines. Data are presented as mean ± SD (n = 3; 6 
fields/well; **p < 0.01; Student’s t-test). 
(D) Uptake of Dil-Ac-LDL by purified iEPCs on day 10 derived from three hiPS cell lines. Dil-
Ac-LDL = pink; Hoechst 33342 = blue. Scale bars = 100 μm. Data are presented as mean ± SD (n 
= 3, 6 fields/well). 
(E) Matrigel tube formation assay of purified iEPCs on day 8 derived from three hiPS cell lines. 




数から 1000 倍弱増加することが明らかとなった (Figure 3-8B)。拡大培養時に
iEPCs が EPCs としての特徴を保持しているかどうかを検討するため、遺伝子発
現量の経時的な推移を RT-qPCR 法によって解析した。その結果、PECAM1 およ
び CDH5 は両群において高い発現量を示した (Figure 3-9A)。予想に反して、拡
大培養中の iEPCs における前駆性マーカー (CD34 および KDR) の発現量は
HUVECs と比較して高い値を示した。また、iEPCs における vWF や血管新生マ
ーカーである matrix metalloproteinase 1 (MMP1) の発現量は徐々に増加した。さ
らに、各種解析によって拡大培養中の YAC 群において、PECAM1 および CD34
のタンパク質発現、細胞増殖マーカーである Ki-67 のタンパク質発現、Dil-Ac-
LDL の取り込み能、および管状構造形成能が保持されることが明らかとなった 
(Figure 3-9B)。一方、コントロール群においては分化 20 日目において管状構造
形成能を失っていた。さらに、細胞老化の指標となる β-galactosidase の陽性細胞
率を算出したところ、YAC 群はコントロール群と比較して有意に低い値を示し
た (Figure 3-10A and B)。また、YAC 群では ECs の細胞老化を抑制するとの報告
Figure 3-8. Expansion of iEPCs by a combination of Y-27632, A 83-01, and CHIR-99021. 
(A) The CellTiter-Glo 2.0 assay was performed to analyze the effect of Y-27632 (Y), A 83-01 (A), 
and CHIR-99021 (C), or their combinations on 610B1-derived iEPCs from day 11 to day 14. Data 
are presented as mean ± SD (n = 6; **p < 0.01; Tukey’s honestly significant difference test; YAC 
vs. others). 
(B) Comparison of the proliferative capacity between DMSO-treated and YAC-treated groups of 
610B1-derived iEPCs by the trypan blue method. Data are presented as mean ± SD (n = 3; **p < 





がなされている nitric oxide synthase 3 (NOS3) 39)の発現量は有意に高い値を示し






























3.3.9 YAC 処理を行なった iEPCs における発現変動遺伝子の解析 
 YAC 群において活性化されているシグナル経路を同定するために RNA-
sequencing 解析を行なった (Figure 3-11A)。 YAC を添加することで発現量が変
動した遺伝子を絞り込むために、false discovery rate が 0.05 以下である遺伝子を
Figure 3-9. Characterization of iEPCs during expansion culture. 
(A) Relative mRNA expression levels of PECAM1, CDH5, CD34, KDR, vWF, and MMP1 of 
610B1-derived iEPCs and HUVECs. The relative mRNA expression levels in HUVECs were 
defined as 1. Data are presented as mean ± SD (n = 3; *p < 0.05, **p < 0.01; Tukey’s honestly 
significant difference test or the Games–Howell test; HUVECs vs. others). 
(B) Immunofluorescence analyses of PECAM1 (green), CD34 (red), Ki-67 (orange), and Dil-Ac-
LDL uptake, and tube formation assays of 610B1-derived iEPCs. DAPI = blue 
(immunofluorescence analyses); Hoechst 33342 (Hoechst) = blue; Dil-Ac-LDL = pink; calcein = 
green. Scale bars = 100 μm (immunofluorescence analyses and Dil-Ac-LDL uptake assay) and 
500 μm (tube formation assay). 
 
Figure 3-10. Analyses of cellular senescence. 
(A and B) β-Galactosidase detection assay of 610B1-derived iEPCs on day 20. Scale bars = 100 
μm. Data are presented as mean ± SD (n = 3; **p < 0.01; Student’s t-test). 
(C and D) NOS3 protein expression levels in 610B1-derived iEPCs treated with DMSO or YAC 
(treatment from day 11 to day 13) were subjected to western blot analysis. NOS3 levels were 




抽出したところ、358 種類の遺伝子の発現上昇および 418 種類の遺伝子の発現低
下が確認された (Figure 3-11B)。YAC 群において活性化しているシグナル経路を
同定するため、発現変動が見られた 776 種類の遺伝子を KEGG 解析および GO
解析に使用した。その結果、YAC 群では ribosome や translation initiation などの
タンパク質の生合成に関わる経路の遺伝子群の発現が上昇していることが明ら
かとなった (Figure 3-11C and D)。実際に YAC 群においてタンパク質の生合成が
上昇していることを puromycin 取り込み試験により明らかにした (Figure 3-11E 
and F)。一方で、focal adhesion、regulation of actin cytoskeleton、tight junction や extra 













3.3.10 凍結融解が iEPCs に与える影響の解析 
 iEPCsの安定供給を見据え、凍結融解が iEPCsに与える影響を解析した (Figure 
3-12A)。まず、非凍結群と凍結群の細胞生存率を比較したところ、有意な差は見
られなかった (Figure 3-12B)。また、EC・EPC マーカーの遺伝子発現量にも有意
差は見られなかった (Figure 3-12C)。さらに PECAM1 および CD34 のタンパク質
発現もほぼ同等であり (Figure 3-12D)、Ki-67 の陽性細胞数にも有意な差は認め
られなかった (Figure 3-12E)。さらに両者において、Dil-Ac-LDL の取り込み能に
も有意差は認められず (Figure 3-12F)、管状構造形成能にも差がなかった (Figure 
3-12G)。  
 
Figure 3-11. Identification of characteristic biological pathways in YAC-treated iEPCs by 
RNA-sequencing. 
(A) Scheme for the identification of characteristic biological pathways in YAC-treated iEPCs 
derived from hiPS 610B1 cells by RNA-seqencing. 
(B) MA plot of the RNA-sequencing results. Mean fold change and average expression indicate 
Log2 (FPKM of YAC-treated iEPCs/FPKM of DMSO-treated iEPCs) and Log10 (FPKM of YAC-
treated iEPCs/FPKM of DMSO-treated iEPCs)/2, respectively. Pink dots indicate differentially 
expressed genes in YAC-treated iEPCs derived from hiPS 610B1 cells. 
(C) Dotplots of the KEGG enrichment analysis results using ClusterProfiler. 
(D) Dotplots of the GO enrichment analysis results using ClusterProfiler. 
(E and F) Puromycin incorporation assay. iEPCs derived from hiPS 610B1 cells were treated with 
DMSO or YAC from day 11 to day 13. Then, the cells were treated with 1 μg/mL of puromycin 
for 30 min. Sampling of the cells was conducted on day 13. Cycloheximide (CHX) treatment was 
performed 10 min before puromycin treatment. Puromycilated proteins were detected by western 
blot analysis. Puromycin-incorporated protein levels were normalized to GAPDH levels (n = 3; 










Figure 3-12. Influence of freezing–thawing on iEPCs.  
(A) Analyses scheme of the influence of freezing–thawing on iEPCs.  
(B) Viabilities of thawing of 610B1-derived iEPCs on day 11 frozen by TC Protector (TP), 
CELLBANKER (CB), STEM-CELLBANKER (SCB), and Cell Reservoir One (CRO). Viabilities 
were confirmed by the trypan blue method. Data are presented as mean ± SD (n = 3; N.S. = not 
significant; Tukey’s honestly significant difference test; non-frozen vs. others).  
(C) Comparison of mRNA expression levels between non-frozen and frozen 610B1-derived iEPCs 
on day 14 by RT-qPCR. Data are presented as mean ± SD (n = 3; N.S. = not significant; Student’s 
t-test).  
(D) Comparison of protein expression levels of PECAM1 (green) and CD34 (red) between non-
frozen and frozen 610B1-derived iEPCs on day 14 by immunofluorescence analysis. DAPI = blue. 
Scale bars = 100 μm. 
(E) Immunofluorescence analysis of Ki-67 (orange). Positive cell ratio (%) of Ki-67 in non-frozen 
and frozen 610B1-derived iEPCs on day 14. DAPI = blue. Scale bars = 100 μm. Data are presented 
as mean ± SD (n = 3, 6 fields/well; N.S. = not significant; Student’s t-test)  
(F) Uptake of Dil-Ac-LDL by non-frozen and frozen 610B1-derived iEPCs on day 14. Positive 
cell ratio (%) of Dil-Ac-LDL in non-frozen and frozen 610B1-derived iEPCs on day 14. Dil-Ac-
LDL = pink; Hoechst 33342 = blue. Scale bars = 100 μm. Data are presented as mean ± SD (n = 
3, 6 fields/well; N.S. = not significant; Student’s t-test).  
(G) Matrigel tube-formation assay of non-frozen and frozen 610B1-derived iEPCs on day 14. 





 本研究では iPS-sac 法および 2 次元分化誘導法によって簡便に機能的な iEPCs
を作出することに成功した。iPS-sac 法に関する検討において、細胞株間におけ
る iPS-sacs の形成率を検討したところ、多少の差は存在するものの、3 種類の株
で形成されたことから、iPS-sacs は hiPSC 株の種類によらず形成されることが示
唆された。一方で、分化過程における EC および EPC マーカーの遺伝子発現量
は株間で差が見られたことから、iPS-sacs の形成は様々な種類の株において見ら
れるが、EPCs への分化効率はそれぞれの株で異なることが示唆された。また、
hiPSC 株 610B1 および Windy では EC および EPC マーカーの発現量は分化 14 日
目以降は下がる傾向にあった。これは、iPS-sacs に含まれる sac-iEPCs の数が減
少したことや iEPCs の ECs としての性質が弱まったことなどが原因として考え
られる。 
分化前半に GSK3β 阻害剤である CHIR-99021 を加えることで iPS-sacs の形成
が促進され、かつ EC・EPC マーカーの発現量も上昇したことから、既存の iPS-
sac 法は中胚葉への方向付けが不十分であったことが示唆された。また、VEGF
の濃度は少なくとも 20 ng/mL から 50 ng/mL の範囲内では分化に影響を与えな
いことが示唆された。ECs としての特徴を有し、PECAM1 抗体ビーズで純化し
た sac-iEPCs における CD34 の遺伝子発現量は HUVECs と比較して高く、KDR 
の遺伝子発現量は HUVEC および CB-EPOCs と比較して高い値を示した。一方
で、sac-iEPCs における vWF の遺伝子発現量は HUVECs および CB-EPOCs と比
較して低値を示した。また、Ac-LDL の取り込みおよび管状構造形成能を有して










つれて、iEPCs を含む 2 種類以上の細胞が出現した。これは、分化前の iPSCs の
状態・性質が不均一であることや 41)、未分化な iPSCs の中に VEGF 刺激に応答
しない細胞が存在すること 42)などが要因であると考えられる。本分化誘導法お
よび純化法は 3 種類の hiPSC 株で可能であったため、再現性のあるプロトコー
ルであることが示唆された。Late EPC（別名: outgrowth endothelial cells）は early 
EPCs と異なり、成熟マーカーである PECAM1 と CDH5 を発現することが特徴
である。さらに HUVECs と比較して、CD34 と KDR の発現量が高いことが知ら
れている 43–45)。本法により作出された iEPCs は、PECAM1 と CDH5 の遺伝子お
よびタンパク質発現が確認され、かつ HUVECs と比較して、CD34 および KDR
の遺伝子発現量が高値を示し、CD34 のタンパク質発現も確認された。また、以
前の報告 31,46)と一致して、iEPCs は HUVECs と比較して vWF の発現量が低く、
細胞が未成熟であることが示唆された。これらの特徴は sac-iEPCs と酷似してい
た。 さらに本法により作出された iEPCs は sac-iEPCs と同様に Ac-LDL の取り
込み能および管状構造形成能を有していたことから、本法によって作出された
iEPCs および sac-iEPCs は似た性質を持っており、両者とも late EPCs に類似した
細胞であることが示唆された。 
YAC は hiPSC 由来の posterior gut progenitor cells、 rat hepatocytes および
trophoblast stem cells などの細胞増殖を亢進させる効果を持っている 35,47,48)。本研






いられる VEGF は hPSC 由来 ECs を静脈内皮細胞もしくは動脈内皮際細胞へと
分化誘導する性質を持つ 30)。驚くべきことに、YAC を添加することによって、
iEPCs を VEGF 非存在下において、性質を変化させることなく増殖させること
に成功した。また、KEGG 解析および GO 解析により、YAC は iEPCs の ribosome
や translation initiation など、タンパク質合成に関与する経路を刺激することが示
された。実際にタンパク質合成および細胞増殖、細胞生存、DNA 修復などの基
本的な細胞機能を調節する ribosomal protein49)は、YAC を処理した iEPCs におい
て発現が上昇していた。また、YAC は細胞の生存と増殖に密接に関連する





本研究ではいくつかの課題が残った。第一に、iEPCs の増殖能は FGF2 および
EGF が添加された EPC 培地（HE-SFM を改変した培地）に YAC を加えた条件
においても分化後 30 日から 40 日程度で減少した。この問題点は YAC を加える
培地を他の培地に変更することで解決され得る。第二に、本研究においては、
YAC がどのシグナル経路を介してタンパク質合成経路を刺激するかを同定する
ことが出来なかった。Y-27632 は ET-1 を阻害することにより心筋細胞の増殖を
誘導することが報告されている 52)。実際に RNA-seqencing 解析によって ET-1 の
遺伝子発現量が YAC 処理により低下していた (データ未収載)。また、CHIR-




活性化することが示されている 53)。したがって、これらの経路は iEPCs のタン








本研究では、iPS-sac 法および 2 次元分化誘導法を用いて iEPCs を簡便かつ効
率的に作出可能であることを明らかにした。iPS-sac 法においては、分化前半に
CHIR-99021 を培地に添加し、GSK3β を阻害することによって iPS-sacs の形成速
度が上昇し、かつ取得できる iEPCs の量が増加することが明らかとなった。2 次
元分化誘導法においては、剥離液を2段階で処理することにより、機能的な iEPCs
を簡便に純化可能であることを示した。さらに、培地に ROCK 阻害剤、TGF-β 受
容体阻害剤、および GSK3β 阻害剤を加えることで EPCs としての性質を維持し
つつ拡大培養が可能であることも明らかにした。本知見は、ヒト BBB における






第 4 章 総括 
本研究では、iBMECs への分化誘導時の基底膜成分として LN221F を用いるこ
とで、高いバリア機能を長期間維持する iBMECs を簡便に作製できることを明
らかにした。さらに、本研究では、剥離液を 2 段階で処理することにより、iBMECs
の前駆細胞である iEPCs を簡便に純化可能であることを示した。また、ROCK 阻
害剤、TGF-β 受容体阻害剤、および GSK3β 阻害剤を培地に加えることで、EPCs
としての性質を維持しつつ拡大培養が可能であることも明らかにした。これら
の知見はヒト BBB における薬物動態や病態解析の研究に有用な iBMECs の作製
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